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Verwendung von Inhibitoren fUr die Behandlung von RTK-Oberfunktions-bedingten 

Stdrungen, insbesondere von Krebs 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Inhibitoren fur die Behandlung 
und/oder Prophylaxe von Krankheiten, die Folge einer erhohten Rezeptortyrosinkinase- 
aktivitat sind, insbesondere von Krebs. Die Verwendung ist insbesondere auf eine Inhibi- 
tion oder Verminderung der Uberexpression und/oder veranderten Aktivitat von Rezep- 
tortyrosinkinasen (RTKs) gerichtet. Insbesondere kann diese veranderte Aktivitat der 
Rezeptortyrosinkinase durch eine Mutation des FGFR-4 ausgelost werden, wobei diese 
Mutation insbesondere eine Punktmutation in der Transmembrandomane von FGFR-4 
ist und zu einem Austausch einer hydrophoben gegen eine hydrophile Aminosaure fuhrt 
Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der Inhibitoren der FGFR-Kinasen, insbe- 
sondere fur die Behandlung und/oder Prophylaxe von Krebs. Weiterhin betrifft die Erfin- 
dung einen mutierten FGFR-4, der zu einer Uberexpression und/ Oder veranderten Ak- 
tivitat in Zellen fuhrt. Die Erfindung betrifft schliefilich eine DNA- und RNA-Sequenz eines 
mutierten FGFR-4-Molekuls. Schliefilich betrifft die Erfindung aufSerdem eine pharma- 
zeutische Zusammensetzung, umfassend den Inibitor, wie oben beschrieben, ferner ein 
Diagnose- und Screeningverfahren. 

Zellwachstum ist ein sorgfaltig regulierter ProzefJ in Abhangigkeit von den speziellen Be- 
durfnissen eines Organismus. Bei einem jungen Organismus uberwiegt die Zellteilungs- 
rate die Absterberate von Zellen, was zu einer Gro&enzunahme des Organismus fuhrt. 
Bei einem ausgewachsenen Organismus sind die Neubildungen von Zellen und der 
Zelltod so ausgewogen, dafl ein "FlielJgleichgewicht" entsteht In seltenen Fallen bricht 
jedoch die Kontrolle der Zellvermehrung zusammen und die Zellen beginnen zu wach- 
sen und sich zu teilen, obwohl in dem Organismus kein spezieller Bedarf fur eine hohere 
Anzahl von Zellen dieses Typs besteht. Dieses unkontrollierte Zellwachstum ist die Ursa- 
che von Krebs. Faktoren, die das unkontrollierte Zellwachstum, teilweise verbunden mit 
Metastasenbildung, hervorrufen konnen, sind oftmals chemischer Natur, konnen jedoch 
auch physikalischer Art, wie z.B. radioaktive Strahlung, sein. Eine andere Ursache fur die 
Auslosung von Krebs sind genetische Eigenheiten Oder Mutationen in einem bestimmten 
Organismus, die fruher Oder spater dazu fuhren, daft Zellen entarten. 




Die Verfahren, die das normale Wachstum und die Differenzierung z.B. in der Brust 
steuern, konnten bis jetzt noch nicht in zufriedenstellender Weise aufgeklart werden. 
Zusatzlich zu einer hormonellen Steuerung kommt ein komplexes Netzwerk verschi^de- 
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ner lokal erzeugter Wachstumsfaktoren hinzu. die in die Entwicklung der BrustdrGsen- 
zellen eingreifen. Die genauen Ursachen fur die Entstehung von Krebs bei BrustdrQsen- 
zellen ist genauso unklar und unbekannt wie auch vielfaltig, entsprechend der Situaton 
bei anderen Zellen. Veranderungen von Onkogenen und Tumorsupressorgenen sche- 
nen eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese des Brustkrebs zu spielen. Zusatzi.ch 
kann eine verstarkte Stimulation durch regulatorische Faktoren, die in genetisch veran- 
derten Zellen auftreten, zu einem vermehrten Fortschreiten des Ze.lwachstums fuhren. 

Zur Therapie von Krebs stehen gegenwartig im wesentlichen zwei Alternativen zur Ver- 
fugung Entweder ge.ingt es. die Krebsze.len durch einen operativen Eingnff vol.stand.g 
aus dem erkrankten Organismus zu entfemen. Oder es wird versucht. die entarteten 
Zellen im Organismus unschadlich zu machen, wie beispielsweise durch Verabreichung 
von Medikamenten (Chemotherapie) Oder durch physikalische Therapieverfahren, w.e 
Bestrahlung. 

Bei der Chemotherapie werden hauf.g Medikamente eingesetzt, die in irgendeiner Form 
in den DNA-Stoffwechsel eingreifen und schnell wachsende Zellen. die eine hohere 
DNA-Stoffwechselleistung erbringen mQssen, starker schadigen als Zellen. die s.ch n.cht 
Oder nur langsam tei.en. Ein schwerwiegender Nachtei. vie.er Chemotherapeut,ka .st 
jedoch die geringe Spezifitat der verwendeten Wirkstoffe. was zur Folge hat. daB auch 
gesunde Zellen bei der Chemotherapie geschadigt werden. Diese geringe Spezifitat der 
Wirkstoffe fordert weiterhin. da* deren Dosierung jewei.s so erfo.gen mu.. das moghchst 
wenig gesunde Zellen bei g.eichzeitiger Abtotung der Krebszellen geschadigt werden. 
Dies ist oftmals nicht moglich und der krebskranke Patient stirbt aufgrund der sich immer 
weiter ausbreitenden Krebsze.len. die im Endstadion den Ausfal. lebenswichtiger Funk- 
tionen herbeifuhren. 

Es wird angenommen. daft die Gberexpression und/oder veranderte Aktivitat bestimmter 
Wachstumsfaktorrezeptoren zu dem verstarkten Wachstum vie.er Neop.asmen. e,n- 
sch.ied.ich bei Brustkrebs. beitragen. Zum Beispiel wurde die Gberexpression von 
EGFR d h dem Epidermal Factor Receptor, oder dem ERB B-2 Rezeptor in Brusttumo- 
ren mii einer schlechten Prognose in Verbindung gebracht. Auch FGF- (histonsch: F.- 
broblast Growth Factor) Proteine konnten eine Rolle bei der Entwicklung von Krebs .n 
Brustdrosen oder von anderem Krebs spielen; die Ergebnisse in dieser Richtung w.der- 
sprechen sich jedoch oder sind nicht konklusiv. 
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Die FGFs bilden eine groGe Familie von peptidregulatorischen Faktoren, von denen bis 
jetzt 9 Mitglieder bekannt sind. Acht davon sind in Menschen gut charakterisiert worden 
(Basilico und Moscattelli, 1992; Coulier et al.. 1993). Die FGFs wirken uber Hochaffini- 
tats-Tyrosinkinaserezeptoren. die durch mindestens vier unterschiedliche Gene kodiert 
werden. Die FGFs sind weiterhin multifunktionelle, regulatorische Peptide, die nicht nur 
auf die Tumorgenese wirken konnten. sondern auch bei kardiovaskularen Krankheiten. 
dem Aufbau nach einer Gewebsverletzung, der Neurobiologie und der Embryonalent- ' 
wicklung eine grofSe Rolle spielen konnten. Die sauren und basischen FGFs (aFGF und 
bFGF) waren die ersten und sind die am besten gekennzeichneten Familienmitglieder. |n 
Vjyo konnte fur FGFs z. B. nachgewiesen werden, da(S sie an einer mesodermal In- 
duktion in der Embryogenese teilnehmen (Slack et al., 1987; Kimelman et al., 1988), wie 
auch eine Beteiligung an der Angiogenese (Thomas et al., 1985; Thompson et al., 1989; 
Folkmann and Klagsbrun, 1987). 

Fur die korrespondierenden Rezeptoren (FGFRs) wurden vier ahnliche Gene identifi- 
ziert, die fur sie kodieren. Diese Gene kodieren strukturell verwandte Proteine mit einer 
extrazellulaYen Domane, die aus drei Immunglobulinloops besteht und einem sauren 
Anteil, einer hydrophoben Transmembrandomane sowie einer intrazellularen Domane, 
welche eine Tyrosinkinaseaktivitat einschlieGt. Fur zwei dieser Gene, FGFR-1 und 
FGFR-2, konnte gezeigt werden, daG sie multiple Transkripte haben, die uber alternati- 
ves Spleiften entstehen (Givol und Yayon, 1992 und Johnson und Williams 1993). 
SpleifWarianten, die sich aus diesen Genen ergeben, unterscheiden sich im Hinblick auf 
die Anzahl der Immunglobulin-ahnlichen Domanen im extrazellularen Bereich des Re- 
zeptors und in der Sequenz fur die zweite Halfte der dritten Immunglobulindomane, die 
aus alternativen Exons entstehen kann. AuUerdem konnen Transmembran- und Juxta- 
membran-Verkurzungen Oder Deletionen auftreten, die sekretierte oder Kinase-inaktive 
Proteinprodukte erzeugen konnen. 

Fur FGFR-3 konnten alternative Transkripte und entsprechende Isoformen gefunden 
werden, aber fur FGFR-4 gibt es nur ein einziges bekanntes Proteinprodukt. Aufgrund 
der Vielzahl der FGFR-Gene und Transkripte und dem Mangel vieler Proteinprodukte an 
einer Spezifitat fur bestimmte FGFs ist es schwierig, die Wirkung eines spezifischen Li- 
ganden auf einen spezifischen Rezeptor zu bestimmen. Korrelationen zwischen spezifi- 
schen FGF-Rezeptoren und bestimmten Krankheiten sind daher nur sehr schwierig zu 
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etablieren. geschweige denn eine Korrelation eines bestimmten Wirkungsmechanis- 
musses eines bestimmten Rezeptors mit einer Krankheit. Dementsprechend schwierig 
ist es, Krankheiten, insbesondere das komplexe Krankheitsbild Krebs, wirksam unter 
Ausnutzung der FGFRs zu therapieren. 

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Moglichkeit zur Behandlung 
und/oder Prophylaxe von korperlichen Beeintrachtigungen anzugeben, an deren Entste- 
hung RTKs beteiligt sind. insbesondere von Krebs. Insbesondere ist es eine Aufgabe der 
vorliegenden Erfindung, eine Uberexpression und/oder veranderte. beispielswe.se in- 
stitutive Aktivitat von Rezeptortyrosinkinasen zu hemmen und/oder zu erniedrigen. 

Es ist ferner eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die veranderte Aktivitat der Re- 
zeptortyrosinkinase eines mutierten FGFR-4 zu hemmen Oder zu erniedrigen. 

Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine weitere RTK anzugeben, 
die an der Krebsentstehung und/oder Metastasierung beteiligt ist. Ferner ist es eine Auf- 
gabe der vorliegenden Erfindung, eine DNA-Sequenz oder korrespondierende RNA- 
Sequenz der RTK anzugeben. 

Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung. verbesserte Diagnose- oder 
Differentialdiagnose- und Screeningverfahren anzugeben. 

SchlieGlich ist es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine pharmazeutische Zu- 
sammensetzung anzugeben. mit der insbesondere Krebs behandelt werden kann. 

Diese Aufgaben werden durch die Gegenstande der unabhangigen Anspruche gelost. 
Die abnangigen Anspruche geben bevorzugte Weiterbildungen der Erfindung an. 

Zum besseren Verstandnis der vorliegenden Erfindung werden im folgenden die hierin 
verwendeten Begriffe naher erlautert. 

Unter "Inhibitor wird jede Substanz verstanden. die die RTK hemmt oder ihre Aktivitat 
emiedrigt Dabei kann es sich urn eine gegen die RTK gerichtete niedermolekulare 
Substanz, einen Kinase-inaktiven Rezeptor oder einen Anti-Rezeptor-Antikorper han- 
deln. 



Unter einem "Kinase-inaktiven Rezeptor" wird ein Rezeptor verstanden. der keine Tyro- 
sinkinaseaktivitat mehr besitzt. 

Unter "Rezeptortyrosinkinase" wird jeder Rezeptor verstanden. der Tyrosinkinaseaktivitat 
besitzt. Der Ausdruck umfaftt Wachstumsfaktorrezeptoren. die Tyrosinkinaseaktivitat 
besitzen. wie auch HER2 Oder die met-Rezeptoren. 

Unter "RTK-Oberfunktion" wird eine Uberexpression (siehe unten) und/oder veranderte 
Aktivitat (siehe unten) verstanden. 

"Defekte Signalubertragsungsaktivitaten" bedeutet. daft ein mutierter Rezeptor nicht 
mehr in der Lage ist. ein extrazellulares Wachstumssignal oder ein anderes Signal in der 
Weise in ein intrazellulares Signal umzusetzen. wobei diese defekte Signalerzeugung 
nicht mehr von der Anwesenheit eines Liganden. beispielsweise des Wachstumsfaktors. 
abhSngt. 

"Wachstumsfaktor bedeutet jede mitogene Chemikalie. uberlicherweise ein Polypeptid. 
das u.a. von normalen und/oder transformierten Saugerzellen ausgeschieden wird, und 
das eine wesentliche Rolle bei der Regulation des Zellwachstums spielt. insbesondere 
bei der Stimulierung der Proliferation der Zellen und dem Aufrechterhalten ihrer Lebens- 
fahigkeit. Der Begriff "Wachstumsfaktor" umfaftt z.B. den epidermalen Wachstumsfaktor 
(EGF). den von PISttchen stammenden Wachstumsfaktor (PDGF) und den Nerven- 
wachstumsfaktor (NGF). wie auch den FGF, also den Fibroblastenwachstumsfaktor. 

Unter "mutierter Rezeptortyrosinkinase" wird ein Tyrosinkinaserezeptor verstanden, der 
im Vergleich zu dem Wildtyp-Rezeptor eine Strukturanderung enthait, so daft der Rezep- 
tor eine andere, z.B. nicht mehr regulierbare Tyrosinkinaseaktivitat als der Wildtyp- 
Rezeptor besitzt. Eine Klasse von Mutationen fuhrt zu einer veranderten Aktivitat der 
RTK. 



Unter "Wildtyp-Wachstumsfaktorrezeptor" bzw. "Wildtyp"-Rezeptor wird ein natiirlich 
vorkommender Wachstumsfaktorrezeptor oder Rezeptor verstanden. der die nicht mu- 
tierte Aminosauresequenz tragi. Der "Wildtyp" entspricht der in der Population am hau- 
figsten vorkommenden Rezeptorvariante. 
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Unter "extrazellularer Domane" des Wachstumsfaktorrezeptors oder Rezeptors wird der 
Teil des Rezeptors verstanden, der normalerweise aus der Zelle in die extrazellulare 
Umgebung herausragt. Die extrazellulare Domane umfafit beispielsweise den Teil des 
Rezeptors, an dem ein Wachstumsfaktor oder ein anderes Molekul (Ligand) bindet. 

Unter "Transmembranregion" des Wachstumsfaktorrezeptors oder Rezeptors wird der 
hydrophobe Anteil des Rezeptors verstanden, der normalerweise in der Zellmembran 
der Zelle lokalisiert ist, die den Rezeptor exprimiert. 

Unter "Tyrosinkinasedomane" oder "zytoplasmatischer Domane" des Wachstumsfaktor- 
rezeptors oder Rezeptors wird der Teil des Rezeptors verstanden, der sich normalerwei- 
se innerhalb der Zelle befindet, und der die Transphosphorylierung von Tyrosinresten 
bewirkt. 

Unter "einer wirksamen Menge" wird eine Menge der erfindungsgemalien Zusammen- 
setzung verstanden. die den gewunschten therapeutischen Effekt erzielen kann. 

Unter "Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF)" wird ein mitogenes Polypeptid verstanden. 
daG das Wachstum und andere Eigenschaften von Zellen. u. a. von Fibroblasten. beein- 
flufit. 

Unter "Uberexpression" wird eine vermehrte Herstellung von RTK-Protein durch eine 
Zelle im Vergleich zum Wildtyp verstanden. Dies kann ausgetost werden z.B. durch 
Genamplifikation des RTK-Gens und zu einer uberschussigen, unkontrollierten Zelltei- 
lungsaktivitat fuhren. 

Unter "veranderter Aktivitat" wird eine standige Aktivitat eines durch Wachstumsfaktorre- 
zeptoren vermittelten Signalubertragungswegs verstanden. So ist bei einer veranderten 
RTK die Kinaseaktivitat auch dann vorhanden, wenn kein Ligand vorliegt. 

Gemad der vorliegenden Erfindung konnte gezeigt werden, dali ein mutierter FGFR-4 zu 
einer Uberexpression und/oder veranderter Aktivitat der entsprechenden Rezeptortyro- 
sinkinase in Zellen und damit zu Krebs fuhren kann. 



Wachstumsfaktorrezeptoren spielen bei der Entstehung und Vermehrung von menschli- 
chen Krebszellen eine entscheidende Rolls. Bei gesunden Zellen sind die Wachstums- 
faktorrezeptoren u.a. an der Kontrolle des Zellwachstums, aber auch an der Differenzie- 
rung, Zellmigration etc. beteiligt. Das eigentliche Signal zur Zellteilung ist der Wachs- 
tumsfaktor, der in AbhSngigkeit von den Bedurfnissen des Organismus gebildet wird. Der 
Rezeptor ubernimmt die Funktion der Signalubertragung, d. h. er ist an der Umsetzung 
des extrazellularen Wachstumssignals in ZellteilungsaktivitSt im Inneren der Zelle betei- 
ligt. Bei vielen Wachstumsfaktorrezeptoren spielt deren Fahigkeit. nach Bindung des 
Wachstumsfaktors an die extrazellulare Domane Phosphatreste an Tyrosinreste in Pro- 
teinen zu Qbertragen, eine entscheidende Rolle. Diese Rezeptoren werden auch als Re- 
zeptortyrosinkinasen bezeichnet. Eine Gbersicht uber Rezeptortyrosinkinasen befindet 
sich in Yarden, Y. und Ullrich A.. Rev. Biochem. 1988, 57. 443 - 78. Die Dimerisierung 
dieser Wachstumsfaktorrezeptoren nach Bindung des Wachstumsfaktors ist ein weiterer 
wichtiger Vorgang bei dem ProzefS der Signalubertragung. Die Umwandlung eines extra- 
zellularen Signals in ein intrazellulares Signal unter Vermittlung von Wachstumsfaktorre- 
zeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitat laGt sich in die folgenden funf Stufen zerlegen: 

1. Die Bindung des Wachstumsfaktors (auch als Ligand bezeichnet) an die extrazellulare 
Domane des Rezeptors induziert eine Konformationsanderung; diese bewirkt 

2. Dimerisierung von Rezeptoren mit veranderter Konformation; mit 

3. gleichzeitiger Induktion einer Kinaseaktivitat; 

4. Transphosphorylierung von Tyrosinresten in dem Rezeptordimer, die wiederum eine 
aktivierte Rezeptorkonformation erzeugt und stabilisiert; und 

5. Phosphorylierung von Polypeptidsubstraten und Wechselwirkung mit zellularen Fakto- 
ren. 



Eine unkontrollierte Uberfunktion dieser Signalubertragungskette beispielsweise auf- 
grund der Gberexpression Oder eine veranderte Aktivitat des Rezeptors kann unter an- 
derem zu einer uberhohten Teilungsaktivitat der entsprechenden Zelle fuhren und im 
Extremfall zu einer entarteten Krebszelle. Eine Gbersicht uber Wachstumsfaktorrezepto- 
ren und deren Funktion bei der Signalubertragung von dem extrazellularen in das intra- 




zellulare Milieu, sowie der mOgliche EinfluG von abnormal exprimierten Rezeptoren auf 
die Krebsentstehung ist in Ullrich, A. und Schlessinger. J. (1990) Cell 61 , 203 - 212 ge- 
geben. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, daft es in der oben erlauterten. funfstufigen Sig- 
nalubertragungskette durch einen mutierten FGFR-4 zu einer gesteigerten SignalQber- 
tragungsaktivitat kommt, an deren Entstehung die veranderte Aktivitat mutierter RTK 
mallgeblich beteiligt ist. 

Gemali Anspruch 1 der vorliegenden Erfindung wird daher mindestens ein Inhibitor einer 
Rezeptortyrosinkinasefur die Behandlung und/oder Prophylaxe der Folgeerscheinungen 
der gesteigerten Signalubertragung. insbesondere von Krebs, verwendet. Daruber h.n- 
aus konnen erfindungsgemali auch Krankheiten bzw. korperiiche Beeintrachfgungen 
beseitigt bzw. gelindert werden, die Folge einer Hyperproliferation von Gewebe und/oder 
gesteigerten Invasivitat von Gewebe sind. 

Als Inhibitor kann neben niedermolekularen Substanzen beispielsweise mindestens ein 
Kinase-inaktiver Rezeptor verwendet werden. Durch die Verwendung des lnhib.tors. z.B. 
des Kinase-inaktiven Rezeptors kann die veranderte Aktivitat der Rezeptortyros.nk.nase 
gehemmt und/oder emiedrigt werden. Wie bereits fruher ausgefuhrt ist die Uberexpres- 
sion und/oder veranderte Aktivitat von Wachstumsfaktorrezeptoren ein wichtiger Faktor 
bei der Auslosung oder dem Fortschreiten von Krebs. Die Uberexpression von EGFR 
Oder des Erb B-2-Rezeptors in Brusttumoren wurde z. B. mit einer schlechten Prognose 
assoziiert (siehe oben). Daher ist eine Hemmung dieser Oberexpression und/oder ver- 
anderten Aktivitat ein wichtiger Bestandteil bei der Behandlung und/oder Prophylaxe von 
Krebs FGFR-4 wird wahrend der Embryogenese gewebespezifisch abgeschaltet. Den- 
noch findet er sich bei 20% der Brustkrebspatientinnen; im Gewebe von Gesunden ist er 
nicht nachweisbar. Der Einsatz von Inhibitoren fur Rezeptortyrosinkinasen fuhrt zu einer 
Erniedrigung oder vollstandigen Inhibition der Oberexpression und/oder veranderten 
Aktivitat Ebenso fuhrt der Einsatz Kinase-inaktiver Rezeptoren zu einer Erniedrigung 
und/oder vollstandigen Inhibition der Aktivitat der Rezeptortyrosinkinasen, da d.e Kmase- 
funktion des Heterodimers nicht mehr zu einer Signalubertragung fahig ist. D.e W.rkung 
Kinase-inaktiver Rezeptoren beruht darauf, dafi nicht funktionelle Heterodimere geb.ldet 
werden (Verdunnungseffekt). Eine fehlende Signalubertragung fuhrt zu einer Verh.nde- 
rung der Weiterleitung des uberexprimierten und/oder veranderten aktiven Signals, wo- 




durch verhindert wird, dafi das Signal in eine biologische Antwort der Zelle umgesetzt 
wird. Dadurch kann durch diese Inhibition der Rezeptortyrosinkinase oder durch diese 
Kinase-inaktiven Rezeptoren wirksam und in positiver Weise in die Behandlung und/oder 
Prophylaxe von Krebs eingegriffen werden. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daB die FGFR-4-Mutation auch in der Keimbahn 
von gesunden Menschen vorkommt. Es wird davon ausgegangen, daft die Keimbahn- 
mutation zu einer genetischen Predisposition fuhrt, die die betroffenen Personen anfailig 
macht gegenuber dem Ausbruch verschiedener Erkrankungen. Im Zusammenhang mit 
der Krebsentstehung wird angenommen, daS die erhohte Expression des mutierten Re- 
zeptors im Tumorgewebe an der Kanzerogenese beteiligt ist. Die Keimbahnmutation wird 
weiterhin als Predisposition u.a. fur folgende Erkrankungen angesehen: 

Arteriosklerose, Leukamie, Lymphome, Leberzellcarcinome sowie Cholangiocarcinome. 

Demzufolge stellt die vorliegende Erfindung einen weiteren genetischen Marker zur 
Verfugung. der sich als auGerst hilfreich in der Diagnose und Frtiherkennung verschie- 
dener Erkrankungen und Anfailigkeit gegenuber diesen erweist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daherauch ein Verfahren zum Nachweis von Nuklein- 
saure, die FGFR-4 kodiert, in Patientenmaterial, wobei insbesondere Mutationen der 
Rezeptor-kodierenden Nukleinsaure nachgewiesen werden. Dies kann beispielsweise 
durch Hybridisierung mit Oligonukleotidproben erfolgen. die spezifisch die Anwesenheit 
bzw. Abwesenheit einer Mutation, insbesondere einer Punktmutation, anzeigen konnen. 
Dabei wird beispielsweise ein "mismatch" zwischen mutierter Nukleinsaure und Oligonu- 
kleotidprobe so ausgenutzt, daft bei vorliegendem "mismatch" eine Hybridisierung nicht 
erfolgt und somit ein Signal ausbleibt. Altemativ konnen Mutationen auch durch Amplifi- 
kation der Nukleinsaure mit spezifischen FGFR-4-PCR-Primern und anschlieBender 
Spaltung mit geeigneten Restriktionsendonukleasen nachgewiesen werden. Betrifft bei- 
spielsweise eine Mutation die Erkennungssequenz einer Restriktionsendonuklease, in- 
dem beispielsweise die mutierte Erkennungssequenz von der Restriktionsnuklease nicht 
mehr als Spaltstelle erkannt wird, fuhrt dies zu einem anderen Restriktionsfragment als 
im nicht-mutierten Wildtyp. Mit Hilfe der PCR lassen sich gezielt Restriktionsfragmente 
nachweisen. so daB in dem genannten Fall beispielsweise ein grolieres Restriktions- 
fragment in der Mutante vorliegt im Vergleich zum Wildtyp. Altemativ kann jedoch auch 
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eine Mutation zur Entstehung einer neuen Restriktionsspaltstelle fuhren, wobei sich ein 
"Wildtyp-Fragmenf nach Spaltung mit dem entsprechenden Enzym in der Mutante ver- 
kleinert. Die Mutation in der Transmembrandomane des FGFR-4, an Position 388 der 
Sequenz, wie in der EMBL GenBank /DDBJ unter X57205 hinterlegt , die zu einem Aus- 
tausch von Gly im Wildtyp gegen Arg in der Mutante fuhrt, betrifft die Erkennungsse- 
quenz GGWCC der Restriktionsendonuklease BstNI. Dadurch entstehen zwei neue Re- 
striktionsfragmente von 80 und 29 Bp, die u.a. durch Restriktionsanalyse nachgewiesen 
werden kOnnen. 

Gemaft der vorliegenden Erfindung konnte femer gezeigt werden, dafi eine Uberex- 
pression und insbesondere eine veranderte Aktivitat der RTK zu einer vermehrten Inva- 
sivitat, d.h. einer verstarkten Metastasenbildung fuhrt. Da die Metastasenbildung eines 
der Hauptprobleme von Krebs ist, bedeutet dies, dali die Inhibition oder Erniedrigung der 
Uberexpression und/oder veranderten Aktivitat zu einem wirksamen Mittel bei der Be- 
kampfung von Krebs wird, wobei insbesondere die Metastasenbildung inhibiert wird. 

Mogliche Inhibitoren sind beispielsweise beschrieben in Mohammadi et al. (1997). 

Vorzugsweise wird gemaii der Erfindung in eine Uberexpression und/oder veranderte 
Aktivitat der Rezeptortyrosinkinase eingegriffen, die durch eine Mutation des FGFR-4 
ausgelost wird. Bei dieser Mutation kann es sich um eine Oder mehrere Punktmutationen 
handeln. Insbesondere tritt die Mutation/die Mutationen in der Transmembrandomane 
von FGFR-4 auf, wobei insbesondere eine hydrophobe gegen eine hydrophile Ami- 
nosaure ausgetauscht wird. 

Es ist bereits bekannt, da(S Punktmutationen, die zu einem Austausch hydrophober zu 
hydrophiler Aminosauren in FGFR-3 gefuhrt haben, mit bestimmten Krankheiten assozi- 
iert sind. So wurde z.B. eine veranderte Aktivitat des Fibroblasten-Wachstumsfaktor- 
rezeptor 3 durch eine Punktmutation in der Transmembrandomane bei der Achondro- 
plasia gefunden. Die Achondroplasia, bei der es sich um die am haufigsten auftretende 
genetische Form des Zwergenwuchses handelt, ist eine autosomale dominante Storung, 
die im wesentlichen auf einem Defekt im Reifungsprozefi bestimmter Knochen beruht. 
Es konnte nachgewiesen werden, daB die Achondroplasia durch eine Gly- zu Arg-Sub- 
stitution in der Transmembrandomane des FGFR-3 ausgelost wird. Es konnte ferner 
nachgewiesen werden, daft die Arg-Mutation im FGFR-3 die Kinasefunktion des dimeren 
Rezeptors aktiviert. Die Arg-Punktmutation fuhrt auch zu einer Liganden-unabhangigen 
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Stimulation der Tyrosinkinaseaktivitat von FGFR-3 selbst und zu stark vergrolSerten ver- 
Snderten Niveaus des Phosphotyrosins am Rezeptor. Diese Ergebnisse legen nahe, 
daft die molekulare Basis der Achondroplasia eine ungeregelte Signalubertragung durch 
FGFR-3 ist. 

Eine weitere Mutation in der Transmembrandomane von FGFR-3 ist ein Austausch von 
Alanin gegen Glutamin. Dieser Aminosaureaustausch fuhrt zu einer anderen Krankheit, 
namlich zu Crouzon mit Acanthosis nigricans. 

GemafJ der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, das Mutationen in FGFR-4, ins- 
besondere Punktmutationen in der Transmembrandomane, die zu einem Austausch ei- 
ner hydrophoben gegen eine hydrophile Aminosaure fuhren, an der Auslosung und 
schlechten Prognose von Krebs beteiligt sind, weshalb eine Inhibition von Rezeptortyro- 
sinkinasen Oder die Verwendung Kinase-inaktiver Rezeptoren fur die Behandlung 
und/oder Prophylaxe von Krebs geeignet sind, wobei die Rezeptortyrosinkinasen auf- 
grund einer Mutation uberexpremieren Oder verandert aktiv sind. 

insbesondere konnte fur die Punktmutation an Position 388, die zu einem Austausch von 
Glycin gegen Arginin fuhrt, nachgewiesen werden, dad durch sie die Rezeptortyrosinki- 
nasen verandert aktiv werden und es dadurch homo- wie heterozygot zu einer Si- 
gnalubertragung ohne Ligandenstimulation kommt, wodurch wiederum ein unkontrollier- 
tes Wachstum von Zellen ausgelost werden kann. Dieses unkontrollierte Wachstum fuhrt 
im ungunstigsten Fall zu Krebs. Die Transmembrandomane weist dann die Sequenz (ID 
Nr. 1) auf: 

RYTDI ILYASGS LALAVLL LLARLY, 

wahrend die nicht mutierte Domane die folgende Sequenz (ID Nr. 2) aufweist: 
RYTDI ILYASGS LALAVLL LLAGLY. 

Es wird angenommen, daft - ohne an eine Theorie gebunden zu sein - die Aktivierung 
der Rezeptortyrosinkinase, die eine der oben genannten Punktmutationen und insbe- 
sondere die Punktmutation an Position 388 tragt, die zu einem Austausch von Glycin 
gegen Arginin fuhrt, auf einer Stabilisierung des Rezeptors in einer dimeren Konformati- 
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on beruht, die aufgaind von Wechselwirkungen zustande kommt, durch die Verande- 
rungen der Transmembrandomdne moglich gemacht wurden. Die verstarkte Bildung 
eines Liganden unabhangigen Dinners fQhrt zu einer erhohten Rezeptortyrosinkinaseak- 
tivitat und zelluiarer Transformation. Andere Moglichkeiten der Einwirkung der Punktmu- 
tationen auf die Krebsauslosung konnen z.B. darin begriindet liegen, dali die Mutation 
sich auf die Signalubertragung von FGFR-4 auswirkt. indem die Rezeptorwanderung 
durch die Membran verhindert wird, die Rezeptor-Dimerisierung mit sich selbst oder mit 
anderen FGFRs gestort wird, Oder indem die Tyrosinkinaseaktivitat des Rezeptors be- 
einfluSt wird. 

Gemaii der vorliegenden Erfindung konnte gezeigt werden, dafi 56% von Patienten mit 
Brusttumoren aus St. Petersburg (Untersuchung von Biopsien) die Mutation an Position 
388. die mit einem Austausch von Glycin gegen Arginin verbunden ist, trugen. Davon 
waren 45% heterozygot und 11% homozygot. Dieser signifikant hone Anteil legt eine 
Verbindung zwischen der Punktmutation an Position 388 und der Entstehung von Brust- 
krebs nahe. 

In einer weiteren Untersuchung, in der deutsche Patienten mit Brusttumoren untersucht 
wurden, zeigten nur 43% der Patienten die Punktmutationen an Position 388. Aus der 
Untersuchung mit Normalgeweben von Krebspatienten und DNA aus Gewebe gesunder 
Individuen laiSt sich ableiten, dafl die Mutation eine Keimbahnmutation ist. 

Weiterhin wurde auch genomische DNA und cDNA von Zellinien untersucht, urn den 
Anteil der Punktmutation an Position 388 zu bestimmen. Die untersuchten Zellinien 
stammten von Brusttumoren, normalen Brustepithelial-Zellinien als Vergleich, dem Squ- 
amous-Zellcarcinom, Glioblastomen. Neuroblastomen und Gebarmutterkrebs. Bei alien 
Zellinien, aufier bei den normalen Brustepithelial-Zellinien, konnte ein signifikanter Pro- 
zentsatz der Punktmutation an Position 388 im FGFR-4-Molekul gefunden werden. Da- 
her ist die oben erwahnte Verwendung von Inhibitoren bzw. Kinase-inaktiven Rezeptoren 
besonders fur die Behandlung von Carcinomen geeignet. Hier bietet sich insbesondere 
die Behandlung von Neuroblastomen, Gebarmutterkrebs, Pankreaskrebs, jedoch auch 
anderer Krebsarten, an. 
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Besonders bevorzugt ist die Verwendung von Inhibitoren, die einen mutierten FGFR-4 
hemmen, insbesondere mit der Mutation Gly -> Arg an Position 388 in der Transmem- 
brandomSne. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung einen mutierten FGFR-4, der zu einer Uberex- 
pression und/oder veranderten Aktivitat des Rezeptors in Zellen fuhrt. Vorzugsweise ist 
dieser mutierte FGFR-4 dadurch gekennzeichnet, dafi eine hydrophobe Aminosaure im 
Wildtyp-Rezeptor gegen eine hydrophile Aminosaure im mutierten Rezeptor ausge- 
tauscht wurde. Besonders bevorzugt ist eine Mutation, die eine Punktmutation ist und in 
der Transmembrandomane auftritt. Noch bevorzugter tritt die Punktmutation an Position 
388 auf, wobei vorzugsweise ein Glycin durch Arginin ersetzt wird. 

Bis jetzt war man in der Fachwelt davon ausgegangen, dafi lediglich ein FGFR-4 vor- 
kommt, der nicht mutiert ist. Mutierte FGFR-4 waren nicht bekannt. Es war daher uberra- 
schend, dafi gemafi der vorliegenden Erfindung festgestellt werden konnte, dafi ein mu- 
tierter FGFR-4 existiert. Insbesondere konnte gemafi der vorliegenden Erfindung ein 
Zusammenhang zwischen den Mutationen, insbesondere der Punktmutation an Position 
388, und der Entstehung von Krebs nachgewiesen werden. Weiterhin ist die Keimbahn- 
mutation bei gesunden Personen in Zusammenhang mit der genetischen Predisposition 
fur das Auftreten u.a. von Arteriosklerose in Verbindung gebracht worden. 

Die Erfindung betrifft ferner ein DNA-Molekul umfassend eine Sequenz, die fur einen 
mutierten FGFR-4 kodiert. Die Erfindung umfafit aufierdem ein RNA-Molekul, umfassend 
eine RNA-Sequenz, die fur einen mutierten FGFR-4 kodiert. Die obigen Sequenzen 
konnen fur eine Diagnose von Krebs verwendet werden. Dabei konnen die Sequenzen 
spezifisch die Mutationen im FGFR-4 erkennen. Das Vorliegen der Mutation im FGFR-4 
wird mit einer schlechten Prognose fur die Behandlung des Krebses in Beziehung ge- 
bracht. Grund hierfur konnte ein aggressiveres Wachstumsverhalten des entsprechen- 
den Tumors sein. 

Die Erfindung betrifft aufierdem ein Verfahren zur Differentialdiagnose von Brustkrebs, 
wobei die Nukleinsaure des Patienten mit einer der oben beschriebenen DNAs und/oder 
RNAs in Kontakt gebracht wird, so dafi ein Signal erhalten wird, dafi die Anwesenheit 
und/oder Abwesenheit von mutiertem FGFR-4 anzeigt. Schliefilich betrifft die vorliegen- 
de Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend den Inhibitor Oder 
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den Kinase-inaktiven Rezeptor, wie oben beschrieben. Die Erfindung betrifft aufierdem 
ein Screeningverfahren zum Identifizieren von Inhibitoren der Tyrosinkinaseaktivitat, wo- 
bei der Rezeptor mit potentiellen Inhibitoren in Kontakt gebracht wird und die Tyrosinki- 
naseaktivitat in Abwesenheit und/oder Anwesenheit des Inhibitors ermittelt wird. 

Weiterhin kann der Nachweis auf das Vorliegen einer Mutation auch mittels PCR und 
nachfolgender Restriktionsenzymspaltung gefuhrt werden, wie oben bereits ausfuhriicher 
beschrieben. 

SchliefSlich kommen auch weitere molekularbiologische Diagnoseverfahren in Betracht. 
Im folgenden wir die Erfindung durch die Figuren und Beispiele im Detail beschrieben. 
Dabei stellt 

Fig. 1 SDS-PAGE einer Immunoprazipitation von FGFR-4 dar (der phosphorylierte FGF- 

Rezeptor 4 ist durch einen Pfeil markiert), 
Fig. 2 ein Polyacrylamidgel des mutierten FGFR-4 dar und 
Fig. 3 eine Sequenzanalyse der Transmembrandomane von FGFR-4 dar. 

BEISPIELE 

Zellkultur. Die humanen Zellinien MDA-MB-453, ZR 75-1 , K562 und SKBr3 wurden von 
der ATCC bezogen. Die einzelnen Bezugsquellen sind der Tabelle am Schlufc zu ent- 
nehmen. MBA-MD-453, K562 und ZR 75-1 wurden in RPMI (Gibco. Eggenstein) mit 10 
% fotalem Kalberserum (Sigma, Taufkirchen) kultiviert. SKBR3 wurde in McCoy's 5a 
(Gibco. Egenstein) mit 15 % fotalem Kalberserum kultiviert. Alle Zellkulturmedien enthiel- 
ten Penicillin/Streptomycin (Sigma, Taufkirchen). Die Zellen wurden bei 37°C in Wasser- 
dampf-gesattigter Atmosphare und 8 % C0 2 inkubiert. 

Klonierung FGFR-4 388Arg /wt. Zur Preparation von RNA aus K562 und MDA-MB-453 
Zellen wurden 3 • 10 7 Zellen mit Guanidinium-lsothiocyanat lysiert und durch Ultrazentri- 
fugation in einem CsCI-Gradienten gereinigt. Die cDNA-Synthese erfolgte durch reverse 
Transkriptase (Boehringer, Mannheim) und jeweils 10 pmol "random Oligonukleotiden" 
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nach Angaben des Herstellers. 0,5 yl wurden in eine nachfolgende PCR-Reaktion ein- 
gesetzt. 

FGFR-4 388Arg und FGFR-4 wt wurden durch die PCR-Reaktion amplifiziert. Dazu wurden 
folgende Primer eingesetzt: sense-GCTCAGAGGGCGGGCGGGGGTGCCGGCCG; anti- 
sense CCGCTCGAGTGCCTGCACAGCCTTGAGCCTTGC. Fur die PCR-Reaktion wur- 
den eingesetzt: 1,5 U/25 pi Expand-Polymerase (Boehringer, Mannheim) und Reaktions- 
puffer laut Angaben des Herstellers; 200 pM dNTP's; 0,01 % v/v Triton X100; 10% v/v 
DMSO, je 0,2 pmol sense und a-sense Primer. Die folgenden Reaktionsschritte wurden 
durchgefuhrt: 35 Zyklen, 94°C 1 min, 64°C 1 min, 72°C 2,5 min. Zur Klonierung von 
FGFR^ 388 *' 9 wurde MDA-MB-453 cDNA eingesetzt und zur Klonierung von FGFR-4wt 
K562 cDNA. Die PCR-Produkte wurden in den pcDNA3-Vektor (Invitrogen) kloniert. Da- 
durch konnte sowohl ein FGFR-4 mit der G388R als auch ein Wildtyp-FGFR-4 furweite- 
re Tests erhalten werden. 

Amplifikation der Transmembrandomane des FGFR-4. Folgende Primer wurden ver- 
wendet; sense-GACCGCAGCAGCGCCCGAGGCCAG; anti-sense-AGAGGGAAGAGG 
GAGAGCTTCTG. Fur die PCR-Reaktion wurden eingesetzt: 1,5 U/25 |jl Taq-Polymerase 
(Boehringer, Mannheim) und Reaktionspuffer laut Angaben des Herstellers; 200 pM 
dNTP's; je 0,2 pmol sense und a-sense Primer, 0,5 pi cDNA Oder genomische DNA aus 
Tumor-Biopsien und Zellinien; folgende Reaktionsschritte wurden durchgefuhrt: 35 Zy- 
klen; 95°C 45 sec, 72°C 45 sec. 

Analyse durch Restriktionsverdau. Aus genomischer Oder cDNA wurde die Trans- 
membrandomane des FGFR-4 wie oben beschrieben amplifiziert. Urn Biopsien und Zel- 
linien auf die G1217A-Mutation durch einen Restriktionsverdau zu untersuchen, wurden 
die PCR-Produkte mit 5 U/25 ul BstN1 (NEB, Schwaibach/Taunus), 1 h bei 60°C inku- 
biert Die DNA-Fragmente des Restriktionsverdaus wurden durch ein 20%iges Polyacry- 
lamidgel getrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt. Die Analyse des Wildtyprezeptors 
ergibt ein 109, ein 37 und ein 22 Basenpaare grofies Fragment (Spur 4). Durch die Mu- 
tation G1217A dagegen entsteht eine weitere Restriktionsschnittstelle fur BstN1. Der 
mutierte Rezeptor zeigt weitere 80 und 29 Basenpaare grofte Fragmente, wahrend das 
109 Basenpaare grofJe Fragment verschwindet (Spur 1: homozygot; Spur 2 und 3: he- 
terozygot) (siehe Figur2). 



DNA-Sequenzierung von PCR-Produkten. Zur Sequenzanalyse der Transmembran- 
domane des FGFR-4 wurden die PCR-Produkte in den Bluescript-Vektor kloniert. Dazu 
wurde eine PCR-Reaktion wie bereits beschrieben durchgefuhrt. Folgende Primer wur- 
den verwendet: sense-GGGAATTCGACCGCAGCAGCGCCCGAGG; a - sense - G ^J 
AGAAGAGGGAAGAGGGAGAG. Die PCR-Produkte der Klonierung von FGFR-4 Arn388 /wt 
konnten. direkt im Vektor pcDNA3 sequenziert werden. Die DNA-Sequenzierung von 
Plasmid-DNA wurde nach der Kettenabbruchmethode durchgefuhrt. Nach dem Annea- 
ling des T/-Primer an die Plasmid-DNA erfolgte die Sequenzreaktion mit T/-DNA-Poly- 
merase (Pharmacia, Freiburg). Die Produkte der Sequenzreaktion wurden dann auf ei- 
nem denaturierenden 5 %igen Polyacrylamidgel (7,5 M Harnstoff; 1 x TBE) getrennt und 
nach dem Trocknen auf Rontgenfilmen exponiert (siehe Fig.3). Hieraus ergaben sich die 
DNA-Sequenz des Wildtyps als auch der Mutation. 

Immunprazipitation und Western-Blot-Analyse. 2.2 . 10 6 Zellen wurden auf 10 cm 
Petrischalen ausgesat und uber Nacht inkubiert. Dann wurde das Zellmedium durch 
Medium ohne fotales Rinderserum ersetzt und weitere 24 h inkubiert. Zur Stimulation 
wurden die Zellen 10 min mit 50 ng aFGF/ml inkubiert, zweimal mit kaltem PBS gewa- 
schen und auf Eis gestellt. Die Zellen wurden mit 300 ul kaltem Lysispuffer (1 % w/w NP- 
40; l,25%w/vNatriumdeoxycholat; 0,1 % w/v SDS. 0,15MNaCI; 0,01 M Natriumphos- 
phat, pH 7.2; 2 mM EDTA; 10 mM Natriumfluorid; 1 mM PMSF; 20 ug/ml Aprotinin; 1 mM 
Orthovanadat; 10 mM Natriumpyrophosphat) bei 4°C 15 min inkubiert und das Lysat 
durch Zentrifugation (13000 upm) bei 4°C geklart. Zur Proteinwertbestimmung wurde der 
Mikro-BCA-Protein-Assay (Pierce) nach Angaben des Herstellers verwendet. Zur Im- 
munprazipitation wurden die Zelllysate auf eine gleiche Proteinmenge eingestellt und 
dann mit 0.5 ug Anti-FGFR-4 (Santa Cruz) und Protein-A-Sepharose (Pharmacia Frei- 
burg) 18 h bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Die Immunkomplexe wurden 4 mal mit 
kaltem HNTG (20 mM HEPES pH 7.5; 150 mM NaCI; 0,1 % Triton X100; 10 % Glycerin; 
10 mM Natriumpyrophosphat) gewaschen. Zur Probenvorbereitung wurden die Immun- 
komplexe mit 50 pi 3 x Lammli Puffer versetzt und 5 min bei 99°C inkubiert. Die prazipi- 
tierten Proteine wurden auf einem 7,5 %igen SDS-PAGE getrennt (siehe Figur 1). 

Fur Western Blots wurden die durch SDS-PAGE getrennten Proteine auf Nitrozellulose 
transferiert. Unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Membran wurden durch Inku- 
bation fur 2 h mit TBS-T/0.25 % Gelatine (10 mM Tris/HCI pH 8.0; 0,15 M NaCI; 0,05 % 
Tween20) bei Raumtemperatur blockiert. Die Inkubation mit primaren Antikorpern erfolg- 



te 6 h bei 4'C auf einem Kippschuttler. Unspezifisch gebundene Antikorper wurden dann 
durch 4 mal Waschen mit TBS-T/0,25 % Gelatine entfernt. Die Bindung sekundaYer Anti- 
korper erfolgte 1 h bei Raumtemperatur. Durch einen weiteren Waschschritt wurden die 
unspezifisch gebundenen sekundaren Antikorper entfernt. Immunkomplexe wurden 
durch den ECL™-Kit (Amersham, Braunschweig) nach Angaben des Herstellers sichtbar 
gemacht. 

TABELLE 1 

Nachweis von FGFR-4 in Brustkrebs-Zellinien 



Brustkrebs-Zellinien 


Northern Blot 




FGFR-4 


1 HTB-30 (SK-BR-3) 


++ 


2 HTB-122 (BT-549) 




3 MCF-7 


+ 


4 BT-483 


+++ 


5 T-47D 


+ 


6 2R-75-1 


+++ 


7 MDA-MB-468 




8 MDA-MB-453 


++++ 


9 MDA-MB-361 


++++ 


10 MDA-MB-415 




1 1 MDA-MB-231 




Normale BrusteDithelial-Zellinien 




12 HBL-100 




13MCF-10A 





Leqende: 

-: keine Aktivitat 
+: Aktivitat 
++: starke Aktivitat 
+++: sehr starke Aktivitat 
++++: extreme Aktivitat 

Obige Tabelle 1 zeigt die Korrelation zwischen einer Uberexpression bzw. einer Aktivitat 
der RTK und Brustkrebs. Es tritt eindeutig gehauft eine Aktivitat von RTK bei Zellinien 
aus Brustkrebs auf, wahrend keinerlei Aktivitat bei Zellinien normaler Brustepithelialzellen 
nachweisbar ist. 



TABELLE 2 



Mutation FGFR-4 G388R in verschiedenen anderen Tumorzellinien 

p r0 b e genomische DNA cDNA 



Glioblastom 

U-138 - /_ _/ " 

U-373 - /_ " /_ 

U-172 -'~ 

u-118 -/* - r 

SF-763 ~'~ 

U-1240 *r */• 

T-98G nt- W- 

U-937 ~'~ 

Neuroblastom 

SK-N-SH •!* - r 

SH-SY-SY -r - r 

Gebamnutterkrebs 

OAW-42 - r ~ r 

PA-1 ~'~ 

Caov-3 -Z- " /_ 

Squamous 

Hlac-78 -'- ~'~ 

Hlac-79 -'- 

Scc-4 - 7 - " 7 " 

Scc-10a -'- -'' 

Scc-10b - 1 - -'' 
Scc-17a 

Scc-17b -'- 

Scc-22a * r * r 

Scc-22b * r * r 

HaCat -Z- m, ~ 

FaDu - /_ 




normale Brustepithelial-Zellinien 

HBL-100 

MCF-10A 



Leqende: 

-A homozygot unmutiert 
*/- heterozygot mutiert 
*/* homozygot mutiert 



Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, dali die G388R-Mutation auch bei Zellinien anderer Krebsar- 
ten auftritt und mit diesen korrelierbar ist. Bei gesunden Epithelial-Zellinien ist die Mutati- 
on nicht nachweisbar. 

TABELLE 3 

Nachwels von FGFR-4-Mutation G388R in Biopsien 



Proben aus Brusttumoren 



aus St Petersburg 


aus Munchen 


l-TODe 

1 9 102 T 


gen. DNA 

""/. " 


Probe 

5382 T 


gen. DNA 

7- 


cDNA 

7- 




2 0 102 N 

2 jJciaT f 

2 2 103 N 
k 23 2 T 




5609 T 




7* 






8926 T 


7- 


7- 




__"„//- 


9456 T 


7* 


V* 


"7* 


9556 T 


7- 


7- 


■_Jj4_2 N 

W 2 5*12 Y 





10347 T 




-/- ! 


""7: '" 


10555 T 




-/- 




2 6 12 N 


10681 T 




7- 




27 13 T 


-/- 


10781 T 




7- 




2 3 13 N 




10808 T 


* /* 


7* 


29 14 T 


V- 


11189 T 




7- ! 


30 14 N 


V- 


11526 T 




7. ! 


31 15 T 




11697 T 




v~ ! 


32 15 N 




11820 T 




-/- 


33 17 T 


7- 


12015 T 




-/- 


34 17 N 


7- 


12166 T 




7. 


35 18 T 


-/- 


13932 T 




7- 


36 18 N 




16003 T 




7. 


3 7 20 T 


-/- 


16353 T 


-/- 


-/- 


3 8 20 N 











20 



39 21 f 


7* 


40 21 N 


7* 


41 22 T 


7- 


42 22 N 


4 3 23 T 


7- 


4 4 23 N 


45 31 T 


7- 


46 31 N 


7- 


4 7 42 T 


-/- 


4 8 42 N 




4 9 43 T 


-/- 


5 0 43 N 


51 45 T 


-/- 


5 2 45 N 




5 3 47 T 


7- 


M f V7JN_ 




F ^5 5"48_T_ 




56~48_N 




" 57 50 T 


-/- 


5 8 50 N 




5 9 53 T 


-/- 


6 0 53 N 




61 54 T 


7- 


6 2 54 N 


_ 7- _ 


6 3 55 T 




6 4 55 N 




6 5 60 T 


7- 


6 6 60 N 


7- 


67 61 T 


7* 


68 61 N 


7* 


6 9 62 T 


7- 


k 70 62 N 


7- 


■ 7 1 63 T 


7- 


W 7 2 63 N 


7- 


7 3 67 T 


7- 


7 4 67 N 


7- 


7 5 69 T 


-/- 


7 6 69 N 


7 7 78 T 


7- 


7 8 78 N 


7- 


7 9 79 T 


7 W 


8 0 79 N 


7' 


81 82 T 


-/- 


8 2 82 N 


8 3 83 T 




8 4 83 N 


8 5 85 T 


-/- 


8 6 85 N 


8 7 86 T 


7- 



1 N 



-2 T 


7- 


7- 


3 N 


4 T 


-/- 


-/- 


5 N 


6 T 


-/- 


-/- 


7 N 


8 T 


-/- 


-/- 


9 N 


10 T 


7- 


7- 


11 N 


12 T 


-/- 


-/- 


13 N 


14 T 


7- 


7- 


16 T 


7- - 


7- 


17 N 




./-__ 


18 T 




*•'/-" 


19 N 






20 T 




-/- 


38 T 




-/- 


3433 T 






3539 T 






3631 T 




7* 


3632 T 




-/- 


3636 T 




-/- 


3637 T 




7- 


3638 T 




-/- 


3640 T 




-/- 


991 N 






991 T 




-/- 


15153 N 


15153 T 




-/- 


15856 N 




7* 


15856 T 




7* 


12845 N 


12845 T 






19044/93 


N 




19044/93 


T 




9426/93 


N 




9426/93 


T 


-I- 


2005 N 




7- 


2005 T 




7- 


14860 N 


14860 T 




-/- 


4198 T 




-/- 


5739 T 




7* 


6060/93 


turn 


7 W 


6982/93 


turn 


-/- 


7244/93 


turn 


-/- 
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8 8 86 N 


'I- 


8 9 87 T 


-/- 


" 90 87 N 


91 89 T 


-/- 


9 2 89 N 




9 3 94 T 


-/- 


9 4 94 N 


9 5 97 T 


V* 


9 6 97 N 


7- 


9 7 98 T 


-/- 


9 8 98 N 


9 9 99 T 


V* 


1 00 99 N 


7* 



101 1 00 T 

102 100 N" 



-/- 



103 101 T 



104 101 N 



1~0*6"l02 N (#19) 
107 1 03 T (#22) 
1 08 103 N (#21) 



7-_ 
7- 




109 104 T 




V- 


1 1 0 92 T 




7*. 


111 65 T 






1 1 2 52 T 




V- 


1 1 3 35 T 




" v-~ 


1 1 4 33 "A" 


T 


7- 


1 1 5 33 "B" 


mts. 


7- 


1 1 6 30 T 




7- 


1 34 30 N 




_ _ 7 : " 


1 1 7 27 T 






1 33 27 N 




7* 


1 1 8 24 T 




7- 


1 1 9 10 T 




7- 


1 32 10 N 




7- 


1 20 3 T 




-/- 


1 21 90 T 




-/- 


1 22 90 N 






1 23 80 T 




"1/7*" 


1 24 80 N 






1 25 81 T 




-/- 


1 2 6 58 T 






1 27 51 T 




7- 


1 28 51 N 


1 2 9 44 T 




7- 



81 14/93 


turn 


-/- 


8335/93 


turn 


7- 


8481/93 


turn 


7- 


8566/93 


turn 


-/- 


8786/93 


turn 


7* 


9145/93 


turn 


-/- 


9354/93 


turn 


-/- 


9796/93 


turn 




9798/93 


turn 


-/- 


10125/93 


turn 


-/- 


10150/93 


turn 


7- 


1 1218/93 


turn 


-/- 


1 1673/93 


turn 


-/- 


13232/93 


turn 


V- 


13316/93 


turn 


7- 


14724/93 


turn 


-/- 


14879/93 


turn #1 


-/- 


14879/93 


turn #2 


-/- 


15645/93 


turn 





1 3 0 44 N 
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Tabelle 3 zeigt demnach, dali von 61 untersuchten Patientinnen mit Brustkrebs aus St. 
Petersburg 56 % die G388R-Mutation trugen. davon 45 % heterozygot und 1 1 % homo- 
zygot. 

Von den 69 untersuchten Brustkrebspatientinnen aus Munchen trugen 43 % die 
G388R-Mutation, davon 32 % heterozygot und 1 1 % homozygot. 

Der Anteil der Gesamtprozentzahl der Mutation bei Patientinnen aus St. Petersburg bzw. 
Munchen ist unterschiedlich. Dies legt nahe, dad es sich bei der G388R-Mutation um 
eine Keimbahnmutation handelt. 

TABELLE 4 



Korrelation der FGFR-4-G388R-Mutation und Nachweis von FGFR-4-Aktivitat 



Brustkrebs-Zellinien 


Northern Blot 


Mutation 




FGFR-4 


cDNA 


gen. DNA 


1 HTB-30 (SK-BR-3) 


++ 


+/+ 


+/+ 


2 HTB-122 (BT-549) 




-/- 


-/- 


3 MCF-7 


+ 


+/- 


+/- 


4 BT-483 


+++ 


+/- 


+/- 


5 T-47D 


+ 


+/- 


+/- 


6 ZR-75-1 


+++ 


+/- 


+/- 


7 MDA-MB-468 




-/- 


-/- 


8 MDA-MB-453 


++++ 


+/+ 


+/+ 


9 MDA-MB-361 


++++ 


+/- 


+/- 


10 MDA-MB-415 




-/- 


-/- 


11 MDA-MB-231 




-/- 


-/- 


Normale Brusteoithelial-Zellinien 








12 HBL-100 




-/- 


-/- 


13 MCF-10A 




-/- 


-/- 



Leaende: 

-: keine Aktivitat 
+: Aktivitat 



23 



++: starke Aktivitat 

+++: sehr starke Aktivitat 

++++: extreme Aktivitat 

-/-: keine Mutation 

+/-: heterozygot mutiert 

+/+: homozygot mutiert 



Aus Tabelle 4 geht hervor, dafi die G388R-Mutation (genomische DNA und cDNA) nur 
dann auftritt, wenn eine Aktivitat und/oder verstarkte Aktivitat auftritt. Die Mutation ist we- 
der in den normalen Brustepithelial-Zellinien noch bei den Brustkrebs-Zellinien nach- 
weisbar, bei denen keine RTK-Aktivitat gefunden wurde. 

Die Zellinie MDA-MB 453, deren RTK-Aktivitat besonders ausgepragt ist, zeigt eine ho- 
mozygote G388R-Mutation. 



Materialien 

Acrylamid 

Agar 

Agarose 

Ampicillin 

Aprotinin 

N,N'-bisacrylamid 

Casiumchlorid 

Desoxynukleotide 

Ethidiumbromid 

Gelatine 

Guanidinium Isothiocyanat 

HEPES 

Natriumfluorid 

PMSF 

SDS 

Tris 

Triton X100 
Tween20 



Serva, Heidelberg 
Difco, Detroit 
BRL, Eggenstein 
Boehringer, Mannheim 
Sigma, Taufkirchen 
Roth, Karlsruhe 
BRL, Eggenstein 
Pharmacia, Freiburg 
Sigma, Taufkirchen 
Sigma, Taufkirchen 
Fluka, Schweiz 
Serva, Heidelberg 
Sigma, Taufkirchen 
Sigma, Taufkirchen 
Roth, Karlsruhe 
Riedel de Haen, Seelze 
Serva, Heidelberg 
Sigma, Taufkirchen 
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Alle hier nicht aufgefQhrten Substanzen stammten von den Firmen Sigma (Taufkirchen), 
Serva (Heidelberg), Riedel Deutsche Patentamt Haen (Seelze) Oder Merck (Darmstadt) 
und wurden in den hochst mCSglichen Reinheitsgraden eingesetzt. 

Gerate 

Elektrophorese von DNA Werkstatt. MPI fur Biochemie, Martinsried 

Elektrophorese von Proteinen Atto. Japan 

KQhlzentrifuge Biofuge 17S Heraeus, Hanau 

Proteintransfer Semidry Blot-Apparatur, Werkstatt, MPI fur Biochemie, 




Sterilwerkbank 
Zellkultur 

Zellzahlbestimmung 



Martinsried 

BioGard. The Baker Company. USA 
Brutschrank B5060 EK/C0 2 , Heraeus, Hanau 
Coulter Counter, Coulter Electronics, Glasgow 



• 
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Zellinie 

U-138 

U-373 

U-172 

U-118 

SF-763 

U-1240 

T-98G 

U-937 

SK-N-SH 
SH-SY5Y 

OAW-42 

PA-1 

Caov-3 

Hlac-78 

fflac-79 

Scc-4 

Sec 10a 

Sec 10b 

Scc22a 

Scc22b 

Sec 17a 

Sec 17b 

FaDu 

HaCat 

HBL100 
MCF10A 

SKBr-3 

BT-549 

MCF-7 

BT-483 

T-47-D 

ZR-75-1 

MDA-MB-468 

MDA-MB-453 

MDA-MB-361 

MDA-MB-415 

MDA-MB-231 

K-562 



Herkunft Nl, 

ATTC HTB-16 

ATTC HTB-17 

ATTC HTB-15 

SUGEN 

SUGEN 

SUGEN 

ATCC CRL-1593 

ATCC HTB-11 
F.J.Klinz 

ATCC CRL-1572 



ATCC 



HTB-75 



D-r . Wustrow ■ 
Dr.Wustrow 

ATCC CRL-1624 

Dr.Wustrow 

Dr.Wustrow 

Dr.Wustrow 

Dr.Wustrow 

Dr.Wustrow 

Dr.Wustrow 

Dr.Wustrow 



ATCC HTB-124 

ATCC CRL-10317 

ATCC HTB-30 

ATCC HTB-122 
ATCC 

ATCC HTB-121 



ATCC 



ATCC 



HTB-133 



ATCC CRL-1500 

ATCC HTB-132 

ATCC HTB-131 

ATCC HTB-27 

ATCC HTB-128 



HTB-26 



ATCC CCL-243 
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Patentanspruche 

1. Verwendung von mindestens einem Inhibitor einer Rezeptortyrosinkinase (RTK) fur 
die Behandlung und/oder Prophylaxe von RTK-Uberfunktions-bedingten Beeintrach- 
tigungen, insbesondere von Krebs. 

2. Verwendung gemaft Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft der Inhibitor ein 
Kinase-inaktiver Rezeptor ist. 

3. Verwendung gemaft Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft 
eine Uberexpression und/oder veranderte Aktivitat der Rezeptortyrosinkinase er- 
niedrigt und/oder inhibiert wird. 

4. Verwendung gemaft Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dad die Uberexpressi- 
on und/oder veranderte Aktivitat der Rezeptortyrosinkinase durch eine Mutation des 
FGFR-4 ausgelost wird. 

5. Verwendung gemaft Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft es sich bei der 
Mutation um eine oder mehrere Punktmutationen handelt. 

6. Verwendung gemaft Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft die Mutation(en) in 
der Transmembrandomane von FGFR-4 auftritt 

7. Verwendung gemaft Anspruch 5 oder Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Mutation(en) zu einem Austausch einer hydrophoben gegen eine hydrophile 
Aminosaure fuhrt. 

8. Verwendung gemaft einem der Anspruche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Punktmutation(en) an einer oder mehreren der folgenden Stellen im FGFR-4- 
Molekul auftreten: 

9. Verwendung gemaft einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Punktmutation an AS-Position 388 zu einem 
Austausch von Glycin gegen Arginin fuhrt (G388R). 
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10. Verwendung nach einem Oder mehreren der vorstehenden AnsprOche, dadurch 
gekennzeichnet, dali die Mutation(en) Keimbahnmutationen sind. 

1 1 . Verwendung nach einem oder mehreren der vorstehenden AnsprOche fur die Be- 
handlung von Krebs und/oder auf Hyperproliferation und/oder Invasion zuruckzufuh- 
rende Erkrankungen. insbesondere von Carcinomen, insbesondere durch Inhibition 
der Metastasenbildung. 

12. Verwendung nach einem oder mehreren der vorstehenden AnsprOche fur die Be- 
handlung von Brustkrebs. 

13. Verwendung nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche fur die Be- 
handlung von Squamous-Zell-Carcinomen. 

14. Verwendung nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche fur die Be- 
handlung von Glioblastomen. 

15. Verwendung nach einem oder mehreren der vorstehenden AnsprOche for die Be- 
handlung von Neuroblastomen. 

16. Verwendung nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche fOr die Be- 
handlung von Gebirmutterkrebs. 

17. Verwendung nach einem der vorstehenden Anspruche 1 bis 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft der Inhibitor einen FGFR-4, vorzugsweise einen mutierten FGFR-4, 
hemmt. 

18. Mutierter FGFR-4, der zu einer Oberexpression und/oder veranderten Aktivitat des 
Rezeptors in Zellen fuhrt. 

19. Mutierter FGFR-4 nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daft eine hydro- 
phobe Aminosaure im Wildtyp-Rezeptor gegen eine hydrophile Aminosaure im mu- 
tierten Rezeptor ausgetauscht wurde. 



29 



20. Mutierter FGFR-4 nach Anspruch 18 Oder 19, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
Mutation eine Punktmutation ist und vorzugsweise in der Transmembrandomane 
auftritt. 

21. Mutierter FGFR-4 nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dafS die Punktmu- 
tation an Position 388 auftritt, und vorzugsweise ein Glycin durch Arginin ersetzt 
wird. 

22. DNA-Molekul, umfassend eine Sequenz, die fur einen mutierten FGFR-4 nach ei- 
nem der Anspruche 18 bis 21 kodiert 

23. RNA-Molekul, umfassend eine RNA-Sequenz, die fur einen FGFR-4-Rezeptor nach 
einem der Anspruche 18 bis 21 kodiert. 

24. Verwendung der Sequenzen gemafj einem der Anspruche 22 und 23 in einer Dia- 
gnose von Krankheiten, insbesondere von Krebs. 

25. Verwendung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dafl die Sequenz spezi- 
fisch die Punktmutation an Position 388 des FGFR-4 detektieren kann. 

26. Diagnoseverfahren, insbesondere zur Differentialdiagnose von Krebs, umfassend 
den Schritt des Nachweisens eines mutierten FGFR-4-Proteins Oder eine Nuklein- 
saure, kodierend hierfur, in einer Patientenprobe. 

27. Diagnoseverfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafS NukleinsSu- 
re des Patienten mit einer DNA und/oder RNA in Kontakt gebracht wird, so dafS ein 
Signal erhalten wird, das die Anwesenheit und/oder Abwesenheit von mutiertem 
FGFR-4 anzeigt, und/oder Nukleinsaure des Patienten mit PCR amplifiziert und an- 
schlieftend mit einem Restriktionsenzym gespalten wird, dessen Erkennungsse- 
quenz von der Mutation betroffen ist und/oder Protein des Patienten wird mit einem 
Antikorper in Kontakt gebracht, der spezifisch ist fur das mutierte Protein. 

28. Verfahren zum Screenen auf das Vorliegen einer genetischen Predisposition fur das 
Auftreten von Krebs und/oder anderen Erkrankungen umfassend den Schritt des 
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Nachweisens eines mutierten FGFR-4-Proteins ocler einer Nukleinsaure, kodierend 
hierfur, Oder einer amplifizierten FGFR-4-Nukleinsaure, in einer Patientenprobe. 

29. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend den Inhibitor nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 17. 

30. Screeningverfahren zum Identifizieren von Inhibitoren der Tyrosinkinaseaktivitat, 
wobei der Rezeptor nach einem der Anspruche 18 bis 21 mit potentiellen Inhibitoren 
in Kontakt gebracht wird und die Tyrosinkinaseaktivitat in Abwesenheit und/oder An- 
wesenheit des Inhibitors ermittelt wird. 

31. Mutierter FGFR-4, vorzugsweise nach einem der Anspruche 18 bis 21, als Target in 
der Krebstherapie 
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Zusammenfassunq 

Verwendung von Inhibitoren fQr die Behandlung von RTK-Uberfunktions-bedingten 

Storungen, insbesondere von Krebs 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Inhibitoren fur die Behandlung 
und/oder Prophylaxe von Krankheiten, die Folge einer erhohten Rezeptortyrosinkinase- 
aktivitat sind, insbesondere von Krebs. Die Verwendung ist insbesondere auf eine Inhibi- 
tion Oder Verminderung der Uberexpression und/oder veranderten Aktivitat von Rezep- 
tortyrosinkinasen (RTKs) gerichtet Insbesondere kann diese veranderte Aktivitat der 
Rezeptortyrosinkinase durch eine Mutation des FGFR-4 ausgelost werden, wobei diese 
Mutation insbesondere eine Punktmutation in der Transmembrandomane von FGFR-4 
ist und zu einem Austausch einer hydrophoben gegen eine hydrophile Aminosaure fuhrt 
Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung eines gegen FGFR-4 gerichteten Inhibitors 
fur die Behandlung und/oder Prophylaxe von Krebs. Weiterhin betrifft die Erfindung ei- 
nen mutierten FGFR-4, der zu einer Oberexpression und/ oder veranderten Aktivitat in 
Zellen fuhrt. Die Erfindung betrifft schlieftlich eine DNA- und RNA-Sequenz eines mutier- 
ten FGFR-4-Molekuls. SchliefMich betrifft die Erfindung auflerdem eine pharmazeutische 
Zusammensetzung, umfassend den Inhibitor, wie oben beschrieben, ferner ein Diagno- 
se- und Screeningverfahren. 




FIG. 2 
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FIG. 3 



SEQUENZPROTO JP^Ji 



* • * • • • • 

~ " • • • • ••• « 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Max-Planck-Gesellschaf t zur Foerderung der 

Wissenschaf ten e. v., Berlin 

(B) STRASSE: Hof gart ens trass e 2 

(C) ORT: Muenchen 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 8 0 539 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verwendung von Inhibitoren fuer die 
Behandlung von RTK-Ueberf unktions-bedingten Stoerungen, 
insbesondere von Krebs 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

(iv) COMPUTER -LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE : Patentln Release #1.0, Version #1.3 0 (EPA) 



ABEN ZU SEQ ID NO : 1 : 

S E QUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

( B ) ART : Amino s aure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 1: 

Arg Tyr Thr Asp lie lie Leu Tyr Ala Ser Gly Ser Leu Ala Leu Ala 
15 10 15 

4fc^^£al Leu Leu Leu Leu Ala Arg Leu Tyr 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B ) ART : Aminos aure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Arg Tyr Thr Asp lie lie Leu Tyr Ala Ser Gly Ser Leu Ala Leu Ala 
15 10 15 



Var Deu^Leu Leu Leu 
20 



a Gly Leu Tyr 

25 
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